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Cholangiocarcinoma(CCA) is a type of malignant tumor,originating from
bile duct epithelial cells.CCA is characterized by a progressive increase
in incidence and prevalence year by year in the worldwide.CCA account of
3% alimentary system tumors and totally 5 years survival rate is less than
5%.and this situation has few change in the past 30years.because of the
insidious onset,it is very difficult to have a early diagnosis .so most
patients present with advanced period and always not amenable to a
surgical extirpation, then effect the prognosis.therefore ,we hope to
obtain high diagnosis rate by new generation of gene diagnosis.
Some scientists determined the gene mutation rate in variety of
tumors,founding FBXW7 has a high mutation rate in CCA.human FBXW7 has
three transcripts ,including FBXW7α、FBXW7β and FBXW7γ drived from the
same gene locus by alternative splicing. there’s a F-box motif in FBXW7
α ,which can directly bind to SKP protein forming the complete
SCF( Skp-cullin-F-box) complex.the complex consist of the largest class
of ubiquitin ligase E3.FBXW7α involved in multiple protein substrate
ubiquitination.
The ubiquitin ligase E3 is mainly responsible to recognize the
substrate,and is most important for determining ubiquitination
specificity. protein ubiquitination plays an very important role in
protein localization ,metabolism,function,regulation and degradation
and so on,which has a close relationship with the onset of multiple
tumors and cardiovascular diseases. UPS(Ubiquitin-Proteasome
System)becomes a highly concerned research field in biological chemistry
and meidical science,recently.
In this study ,we collected pathological specimen of















constructed the plasmid plv-cs2.0-FBXW7 α by gene engineering
method,and observed the effects on cholangiocarcinoma cell’s migration
and expression of C-Myc by overexpression in cells.finally ,we confirmed
that plv-cs2.0-FBXW7 α was constructed successfully,and could be
expressed in eukaryotic cells.it also can significantly reduce
the expression of C-Myc in the cells and inhibit the migration of
cholangiocarcinoma cells.so we are sure that FBXW7 is closely related
with the development of cholangiocarcinoma.
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FBXW7 F-box and WD repeat domain-containing 7
泛素连接酶 Ubiquitin ligase E3
泛素活化酶 Ubiquitin activating enzyme E1
泛素结合酶 Ubiquitin conjugating enzyme E2
去泛素化酶 Deubiquitylating enzymes DUB
泛素蛋白酶体复合物 Ubiquitin proteasome system UPS
小牛血清白蛋白 Bovine serum albumin BSA
DMEM培养基 Dulbecco’s Modified Eagles’Medium
























定，发现 FBXW7 在肿瘤中总的突变率为 6%，而在胆管癌中突变率是最高的，达





人的 FBXW7 基因定位于 4号染色体( 4q31. 3),又称 AGO、 hCDC4、 FBW7 和
SEL-10。FBXW7 基因转录后通过选择性拼接而产生 3种 mRNA，其表达出的蛋白
质主要在 N端存在差异，分别被命名为 FBXW7α、FBXW7β和 FBW7γ；FBXW7α的
mRNA 几乎在所有组织中均表达，在亚细胞定位上，FBWX7α定位于核浆、FBXW7
β，FBXW7γ分别定位于细胞质和核仁[5-6]。人们发现 FBXW7α比其他 2种亚型
更为重要，有时可代替另外 2 种[7]。人的 FBXW7α含有 707 个氨基酸残基，N
端含有一个由 40 个左右氨基酸组成的 F-box 基序，该基序可直接与 Skp 蛋白结
合构成完整的 SCF( Skp-cullin-F-box)复合物，而该复合物组成了最大一类的





















结合酶 E2、泛素连接酶 E3、26S 蛋白酶体构成。泛素又称遍在蛋白，是存在于
大多数真核细胞中的小分子蛋白，由 76 个氨基酸残基组成，高度保守，它的主
要功能是结合到底物的赖氨酸残基上，从而标记靶蛋白，实现靶蛋白的泛素化
[10]。蛋白质的泛素化需要泛素激活酶 E1、泛素结合酶 E2、泛素连接酶 E3 这 3
种酶的依次催化完成；在人体中，这 3种酶只有 E1 为单一分子 ，而 E2 有十几
种，E3 种类更多，但泛素连接酶 E3 的作用却最为关键，它负责了蛋白底物的特
异性识别和泛素连接，其种类多样性是特定靶蛋白含量调节的有力保证[11]。根
据它的空间结构和介导的泛素化途径不同，E3 泛素连接酶又分为两大类：
RING/U-box 家族和 HECT 家族，它们都可以调节蛋白底物的泛素化，参与细胞内
的多种生理过程，但是作用方式并不一样（图 1）[12]。
RING(Really Interesting New Gene)结构家族 E3 典型特点是含有由半胱
氨酸和组氨酸构成的能与两个锌离子结合的环指结构域（Ring finger domain）；
SCF( Skp-cullin-F-box)复合物构成了 RING 结构域家族中最大一类泛素连接酶
E3，该复合物由 4个结构和功能都不相同的基本成员构成，结构支架作用的
cullin 蛋白、与泛素结合酶连接的 RING 蛋白（RBX1/ROC1 和 RBX2/ROC2）、特异
性识别底物的 F-box 蛋白（F-box and WD repeat domain-containing protein
7）和衔接作用的 Skp 蛋白( 连接 cullin 蛋白和 F-box 蛋白)；空间结构上，
cullin 蛋白的 N端连接 Skp 蛋白和 F-box 蛋白，C端连接 RING 蛋白[13]；RING
结构家族 E3 泛素化过程：E1 偶联水解一个 ATP，并将一个泛素分子腺苷酸化；
然后，活化的泛素分子被转移到 E1 的活性中心的半胱氨酸残基上，并伴随着第
二个泛素分子的腺苷酸化；被腺苷酸化的泛素分子接着被转移到 E2 的半胱氨酸
残基上； 连接酶 E3 中 F-box 蛋白识别特定的靶蛋白（通常情况下是被磷酸化

















HECT(Homologous to E6-associated protein Carboxyl-Terminus)结构域
家族 E3 的 C 端约 350 个氨基酸残基具有高度保守性，其他的蛋白分子中也可有



































F-box 家族蛋白作为 SCF 泛素连接酶 E3 识别底物的重要组成成分，根据其结
构、功能及基因位点的不同又分为很多种，目前发现人类的基因组能编码 69 种
F-box 蛋白；除上述 FBXW7 外，还有另外 2种 F-box 蛋白研究的较为透彻[22]。
SCFb-TrCP(b-transducin repeats-containing proteins)：b-Trcp 是一种
由 Slimb 基因编码的、 由 569 个氨基酸组成的 60 kDa 的调节组件蛋白，在 N
端拥有一个 F-box 基序，在 C端有一个 WD 重复区域[23]。SCFb-TrCP 型 F-box
蛋白能促进很多关键调节蛋白因子的降解,包括 IkB, b-catenin, cyclin D1,




SCF-SKP2 (S-phase kinase associated protein 2),S 期激酶相关蛋白，
SKP2 分子量大小为 45kDa， SKP2 主要组分同样包括 N端的 F-box 蛋白基序，而
C端没有 WD 重复区域，只有一个富含亮氨酸的重复区域，该区域主要功能是负
责识别底物并介导此类型的泛素化修饰[25]。SKP2 是细胞从 G1 期进入 S期必不

















以下几种，p27,p21,和 p57 等；SKP2 与 p27 关系研究的较为清楚：p27 是一种
细胞周期负调控因子，对肿瘤的抑制作用非常重要，被认为是一个抑癌基因；细
胞周期从 G1 期进入 S期需要 p27 的降解，其浓度在进入 S期后达到最低，研究
发现当 p27 在细胞内聚集增多而不被降解时，细胞会停留在 G1 期，细胞停止增
殖；在很多侵袭性肿瘤中都能观察到 SKP2 在核酸和蛋白方面的过表达现象且伴
随 p27 的下调，后来发现 SCF-SKP2 与能一种辅助蛋白 Cks1 够成一种复合体，




泛认可的抑癌基因，目前发现的底物有 SRC3，Aurora A，Cyclin E ，c-Myc ，
c-Jun ，c-Myb，， HIF-1α， KLF5 ， Mcl-1 , mTOR， NF1，Notch， NRF1，
JUNB ， and SREBP， MED13, KLF2和 G-CSFR等；
1.5.1 FBXW7 调控 SRC3 的泛素化降解
类固醇受体辅激活因子 3（ steroid receptor -coactivator-3,SRC3 ）是 p160
类固醇受体辅助活化因子 SRC 基因家族的成员，定位于人 20q12，它在乳腺癌细






的生物学作用[28]。SRC3 目前被认为是一个新发现的癌基因。而 FBXW7 可促进
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